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研究成果の概要（和文）：植物のミネラル輸送体の発現制御や機能改変は，可食部（子実）への有害元素の蓄積
を阻害する効果がある一方，植物の生育に必要な無機栄養の輸送を阻害するケースがある。本研究は，重金属リ
ガンドであるファイトケラチンに着目し，カドミウムやヒ素のような有害元素の長距離輸送を阻害し，亜鉛のよ
うな必須ミネラルを選択的に輸送できる植物の分子育種を目指した。シロイヌナズナのファイトケラチン合成酵
素の解析から，亜ヒ酸応答に特異的に重要なアミノ酸配列を明らかとした。また，ファイトケラチン合成酵素が
正常に機能することで，亜ヒ酸ストレス下での亜鉛のホメオスタシスが維持されることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Plant-derived foods are major sources of essential minerals like zinc as 
well as of toxic elements such as arsenic and cadmium. Previous studies demonstrated that expression
 or functional modification of several transporters responsible for arsenic or cadmium transport 
lead to reduction of respective element accumulation in edible parts of plants. However, such 
approaches possess a risk of disturbing plant nutritional homeostasis, development and/or 
environmental stress responses. In this study, we focused on a heavy metal binding ligand called 
phytochelatin (PC) and its synthases (PCS) aiming to achieve reduction of toxic element accumulation
 with minimized effects on mineral nutrition transport. We identified amino acid regions crucial for
 arsenite-specific responses of PCS in Arabidopsis. We also revealed significant roles of PCS in 
maintaining zinc homeostasis under arsenite stress conditions. 

研究分野：植物分子生理学

キーワード： 有害元素　長距離輸送　リガンド
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１．研究開始当初の背景 
	
 植物由来の食品は，亜鉛のような人の必須
ミネラルに加えて，有害元素の代表例である
カドミウムやヒ素の主要な摂取源である。必
須微量元素である亜鉛の欠乏は，ビタミン A
欠乏と並んで幼児の疾病や死亡の一大要因
である。亜鉛欠乏に対する農学的アプローチ
として，施肥や育種によって作物の亜鉛の吸
収・蓄積を増進させる”Biofortification”の世界
的 な プ ロ ジ ェ ク ト が 進 行 し て い る
（http://harvestplus.org）。さらに，植物の亜鉛
の輸送体分子が単離され，イネを中心とした
作物の組換え技術を用いた”Biofortification”
も進められている。 
	
 一方，カドミウムやヒ素の作物の可食部へ
の蓄積は，これら毒性元素の日常的な摂取源
である。この 10 年ほどで，イネをモデルと
してカドミウム・ヒ素輸送に関する主要な分
子が集中的に同定された。輸送体の発現制御
や遺伝子破壊によって，植物体内へのカドミ
ウム・ヒ素の吸収やコメ（子実）への蓄積を
低減させることにも成功している。しかし，
輸送体遺伝子の破壊は，輸送体本来の基質と
なる栄養元素の輸送も阻害する。例えば，
OsNramp5や OsHMA2という重金属輸送体の
変異株では，玄米の亜鉛レベルが低下したり，
亜鉛やマンガン欠乏によって植物自体の成
長が阻害されることが報告されている。また，
イネの亜ヒ酸輸送に重要な Lsi1 や Lsi2 のノ
ックアウトによってイネのヒ素蓄積は低減
できるが，イネの生育に有用なケイ酸の吸
収・蓄積も阻害される点が問題となる。 
	
 このような背景から，栄養価や収量を維持
しつつ，有害元素を含まない安全な食料生産
を実現するため，有害元素は輸送しにくいが，
栄養元素は優先的に輸送するような植物の
長距離輸送システムの構築が求められる。そ
のためのアプローチとして，本研究では植物
が合成する重金属リガンドであるファイト
ケラチンに着目した。ファイトケラチンは，
グルタチオンを基質としてファイトケラチ
ン合成酵素 PCS を介して合成されるシステ
インを含むポリペプチドである。カドミウム
や亜ヒ酸に応答した細胞内のファイトケラ
チン合成は，これら有害元素の液胞への細胞
内輸送に必須であり，結果として植物体内で
の移動性・分配にも影響することが示唆され
ている。 
	
 また，輸送体を応用したアプローチとして，
輸送体の本来の輸送基質（必須元素など）に
対する活性を保ちつつ，カドミウムや亜ヒ酸
を輸送しないような変異が同定できれば，栄
養元素と有害元素の選択的輸送の達成へ向
けて有用な知見が得られると期待された。従
来の研究では，出芽酵母への異種発現系がよ
く用いられるが，この系では排出型輸送体の
活性を検出するのに難点があった。そこで，
本研究ではカドミウムの排出活性をもつイ
ネ輸送体 OsLCT1に着目し，コムギ無細胞系
により調製したプロテオリポソームを用い

たカドミウム排出活性の測定を試みた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は，おもに重金属リガンドであるフ
ァイトケラチンの合成酵素 PCS の発現制
御・機能改変によって，根から地上部・種子
へのミネラル成分の長距離輸送の最適化を
目的とした。具体的には，PCSの制御・改変
によってカドミウムやヒ素のような有害元
素の植物体内における長距離輸送を阻害す
る一方で，亜鉛のような必須元素を選択的に
輸送できる植物輸送システムの基盤の確立
を目指した。また，カドミウムを有害元素の
モデルとして，プロテオリポソームを用いた
カドミウム輸送体の活性測定システムの確
立にも挑戦した。 
 
３．研究の方法 
（ 1）イネのファイトケラチン合成酵素
OsPCS のバリアントを用いて，カドミウム，
亜ヒ酸に対する応答活性に必要な領域を検
討した。各バリアントを分裂酵母の Δpcs 変
異株，シロイヌナズナの AtPCS1 欠損変異株
cad1-3に形質転換した。導入した OsPCS各バ
リアントの分裂酵母における発現をウェス
タンブロットで解析した。シロイヌナズナの
OsPCS 導入系統は，RT-PCR により導入遺伝
子の発現を解析した。OsPCS各バリアント組
換え分裂酵母およびシロイヌナズナについ
てカドミウム，亜ヒ酸に対する耐性を解析し
た。分裂酵母の Δpcs あるいはシロイヌナズ
ナの cad1-3変異株のカドミウム・亜ヒ酸に対
する感受性をどの OsPCS 分子が相補するか
検証した。より直接的な解析として，各組換
え株のファイトケラチン合成活性を HPLCに
より定量した。 
 
（2）シロイヌナズナのファイトケラチン合
成酵素 AtPCS1 の亜ヒ酸応答に必要な領域に
ついて，C末端側の制御ドメインに着目して 
解析した。AtPCS1 欠損変異株の cad1-3 に加
えて，T-DNA挿入株 cad1-6を用いた。cad1-6
は，制御ドメインの C 末端側が T-DNA の挿
入によって欠損している部分欠損変異株で
あると報告されている。これら変異株の亜ヒ
酸に対する感受性，ファイトケラチン蓄積，
ヒ素および微量栄養元素の蓄積を解析した。
これら植物体の解析より亜ヒ酸応答への関
与が示唆された制御ドメインのC末端側の領
域について，分裂酵母に C末端領域の部分欠
損変異株を発現させた系を用いて，亜ヒ酸に
応答した PCS活性を検討した。 
 
（3）酵母を用いた異所発現系が植物の輸送
体の活性試験ではよく用いられるが，この系
では発現させた輸送体タンパクの細胞内で
の局在など制御が難しい要素がある。一方，
無細胞系で合成された輸送体タンパクをリ
ポソームに封入する系では，細胞内外の各種
条件（基質濃度や pH など）を容易に制御で



きる利点がある。そこで，コムギ無細胞系に
より合成された輸送体タンパクを封入した
プロテオリポソームを用いて，カドミウム輸
送体の活性測定を試みた。材料として，カド
ミウム排出活性が示唆されている OsLCT1と
その点変異株を用いた。プロテオリポソーム
を種々のカドミウム条件で処理し，ICP-AES
によりリポソーム内のカドミウム濃度を定
量することで活性を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）イネのゲノム上には 2 コピーの PCS 遺
伝子が存在するが，これまでの転写産物の解
析によって，N末端側の触媒ドメインあるい
はC末端側の制御ドメインを欠損したOsPCS
分子種が単離されていた（図 1）。そこで，こ
れらの OsPCS バリアントについてカドミウ
ム，亜ヒ酸に対する応答を分裂酵母およびシ
ロイヌナズナに導入して解析した。その結果，
イネ PCSでは，触媒ドメインおよび制御ドメ
インをともに備えることがカドミウム，亜ヒ
酸に応答した PCS 活性に必要であることが
わかった。これらの結果から，イネ PCS1 は
触媒ドメインだけでもカドミウムに応答し
た PCS活性を示すシロイヌナズナ AtPCS1と
は性質が異なることがわかった。 

図 1 イネの PCSバリアントのドメイン構造 
 
（2）続いて，シロイヌナズナの主要なファイ
トケラチン合成酵素であり，先行研究が進ん
でいる AtPCS1について C末端領域の亜ヒ酸
応答における機能を解析した。AtPCS1 の
T-DNA 挿入株である cad1-6では，T-DNA 挿
入によって制御ドメインのC末端側の配列を
欠損させることに着目し，亜ヒ酸ストレスに
対する表現型をノックアウト変異株 cad1-3
と比較した。cad1-6は，cad1-3と同様の亜ヒ
酸感受性の表現型を示した。野生型株では
亜ヒ酸処理によって PC 合成が顕著に誘導さ
れたのに対して，cad1-6では cad1-3と同様に
亜ヒ酸に応答した PC 合成は認められなかっ
た。以上の結果から制御ドメインの C末端側
の配列が亜ヒ酸応答に必要であることが示
唆された。 
	
 さらに，分裂酵母を用いた異種発現系によ
って AtPCS1の C末端領域を欠損させた変異

株の PC合成活性を調べた（図 2）。 

図 2	
 シロイヌナズナ AtPCS1 の C 末端欠損
変異株の模式図 
 
Δ373-485では亜ヒ酸に応答した PCS活性が
認められず，Δ460-485，Δ471-485 では野生
型の半分程度の活性を示したことから，373
番目のアスパラギンから 459番目のロイシン
の領域がまず亜ヒ酸応答に必要であること
がわかった。また，Δ476-485ではΔ460-485，
Δ471-485より高い PCS活性を示したことか
ら，471 番目のシステインから 475 番目のリ
ジンの領域の重要性が示された。 
	
 植物体の元素解析の結果，C 末端領域を欠
損した cad1-6は，cad1-3と同様に地上部への
ヒ素分配が野生型株より上昇していたこと
から，AtPCS1のC末端領域はシロイヌナズナ
体内においてヒ素の分配制御に重要である
ことがわかった。また，亜ヒ酸ストレス下に
おいて，変異株の地上部への亜鉛の分配が著
しく低下したことから，AtPCS1 が亜ヒ酸ス
トレス下の亜鉛の体内分配の維持に極めて
重要であることがわかった。 
 
（3）コムギの無細胞タンパク合成系を用い，
カドミウムの排出活性を示すイネの輸送体
である OsLCT1をモデルとしてプロテオリポ
ソームの調製とカドミウム排出活性測定系
の構築を試みた。野生型 OsLCT1を含むプロ
テオリポソームの調製に成功し，得られたプ
ロテオリポソームを用いてカドミウム輸送
活性を検討した。リポソーム内外で pH グラ
ジエントをつけた条件，基質となるカドミウ
ムイオンをリポソームの内部あるいは外部
に添加した条件など検討し，リポソーム内の
カドミウム濃度を ICP-AES で定量すること
で活性測定を行ったが，OsLCT1 のカドミウ
ム輸送活性を検出する条件を見出すことは
できなかった。 
 
	
 以上の結果を総括すると，本研究によって，
植物の主要な重金属リガンドであるファイ
トケラチンの合成酵素 PCS の活性制御につ
いて，亜ヒ酸応答における C末端制御領域の
重要性を明らかとした。また，PCSが亜ヒ酸
ストレス下における亜鉛のホメオスタシス
に重要であることを発見した。本研究の成果
は，今後 PCSを応用した農作物中の有害元素
の低減を亜鉛など栄養元素のホメオスタシ
スを維持した形で達成するための基礎とな
ることが期待される。 
 
 

showed much higher As(III)-dependent PCS activity relative to
Cd-dependent activity. This difference was also observed when
10mM As(III) or Cd were added to the assay mixtures.

Discussion

Due to human activities or geochemical factors, phytoavail-
ability of several elements such as Cd, As, Zn and aluminum
(Al) in soils can reach levels toxic to plants. Since plants are
sessile, they have to cope with such elemental toxicity in the
rhizosphere. Molecular mechanisms underlying plant toler-
ance against soil-derived elemental stress have been revealed
for several cases, and many of the identified proteins are gen-
erally associated with a single elemental stress. For example,
AtMTP1, a tonoplast Zn transporter, confers the excess Zn
tolerance to A. thaliana (Kobae et al. 2004, Desbrosses-
Fonrouge et al. 2005); however, AtMTP1 is probably not
involved in Cd, nickel (Ni) and manganese (Mn) tolerance
(Kobae et al. 2004, Weber et al. 2013). In contrast, the PC/
PCS system is associated with detoxification of a wide range of
elemental toxicity. Analyses of cad1-3 and abcc1/2 suggested
the significant role of PC synthesis and subsequent vacuolar
compartmentation in detoxifying toxic inorganic ions such as
Cd, Hg and As (Howden et al. 1995, Ha et al. 1999, Song et al.

2010, Park et al. 2011). AtPCS1 also plays an important role in
detoxification of Pb and excess Zn (Tennstedt et al. 2009,
Fischer et al. 2014). Various other elements including Cu,
silver (Ag) and antimony (Sb) are also able to induce PC syn-
thesis in vitro, but iron (Fe) and Mn are not (Grill et al. 1987,
Cazale and Clemens 2001, Kühnlenz et al. 2014). Such respon-
siveness of PCS to a relatively wide range of elements raised
the question as to how PCS is activated by these different
elements. It was suggested that the AtPCS1 C-terminal
region is involved in AtPCS1 activation by different metals
such as Cd and Zn (Ruotolo et al. 2004, Tennstedt et al.
2009, Kühnlenz et al. 2016). However, mechanisms of As-de-
pendent AtPCS1 activation have been little examined,
whereas the physiological functions of PCS/PC have been
well demonstrated in regard to As exposure. Moreover, under-
standing mechanisms of As-dependent PCS activation could
be potentially applied for molecular breeding of PCS variants
hyperactivated by As(III). For Cd, a previous study conducted
site-directed mutagenesis of AtPCS1 and identified variants
which enhance Cd tolerance (Cahoon et al. 2015).

The present study aimed to understand roles of the AtPCS1
C-terminal domain in As(III) responses and search for variants
with enhanced As(III)-dependent PCS activity. We first charac-
terized phenotypes of cad1-6 in comparison with the null

A B

C

Fig. 6 PCS activity assay of AtPCS1 deletion mutants of the C-terminal domain in response to As(III). (A) Schematic of full-length AtPCS1 and a
series of C-terminally truncated AtPCS1s expressed in the S. pombe PCS knockout strain Dpcs. (B) PC concentrations in the S. pombe cells
exposed to 10 mM As(III) for 4 h. PC2 and PC3 were quantified by HPLC after thiol extraction from the harvested cells and derivatization. Data
represent means with the SD from two independent experiments (n = 4). Means sharing the same letter are not significantly different (P< 0.05,
Tukey’s HSD). (C) Growth of the S. pombe Dpcs cells harboring an empty vector pSGP72 or expressing AtPCS1 or truncated variants exposed to
As(III). Data represent means with the SD from two independent experiments (n = 8). Means sharing the same letter are not significantly
different within each treatment (P < 0.05, Tukey’s HSD).
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did not (Fig. 3A, C). In contrast to As(III), a partial rescue of the
cad1-3 phenotype upon Cd exposure was observed in the
plants expressing OsPCS2 (Fig. 3A, C). The phenotypes were
consistently observed for all independent transgenic lines ex-
pressing a particular OsPCS gene (Supplementary Fig. S4). These
results suggested OsPCS-mediated PC synthesis in (partially)
complemented plants (cad1-3/OsPCS1full and cad1-3/OsPCS2)
in response to As(III) or Cd.

To demonstrate such OsPCS-dependent PC accumulation
in planta, PC2 and PC3 concentrations in the transgenic plants
exposed to As(III) (Fig. 3D) or Cd (Fig. 3E) were measured.
Wild-type-like PC accumulation was observed in plants ex-
pressing OsPCS1full under both As(III) and Cd exposure,
whereas OsPCS1a and OsPCS1b expression did not enable PC
synthesis. A slightly yet significantly elevated PC2 production
was observed in Cd-treated cad1-3/OsPCS2 compared with
cad1-3 (Fig. 3E). This trend was not observed under As(III)
treatment (Fig. 3D). GSH concentrations in the plants were
negatively correlated with PC concentrations (Supplementary

Fig. S4): Col-0 and cad1-3/OsPCS1full contained less GSH com-
pared with cad1-3 and other transgenic lines under both As(III)
(Supplementary Fig. S5A) and Cd exposure (Supplementary Fig.
S5B). Taken together with the functional analysis in yeast, in
planta complementation experiments showed that OsPCS1full
is a fully functional PCS among rice PCSs in response to As(III)
and Cd and OsPCS2 possesses a weak Cd-dependent PCS
activity.

OsPCS1 mutant plants show increased sensitivity
to Cd and As(III) stress

To understand the physiological roles of OsPCS1 in rice, OsPCS1
mutant rice lines were identified (Supplementary Fig. S6A): a T-
DNA insertion line (PFG_2D-20992, hereafter ‘T-DNA’ line) and
three Tos17 insertion lines (NG5039, NG5045 and NG5071). The
Tos17 insertion sites in the three Tos17 insertion lines were
confirmed at the same positon of OsPCS1 intron 5 by sequen-
cing. However, these lines appeared to be independent accord-
ing to their respective secondary Tos17 insertion sites in the

Fig. 2 PCS activity of OsPCS variants heterologously expressed in S. pombe Dpcs under As(III) or Cd exposure. (A) Domain structures of AtPCSs
and OsPCSs. The N-terminal catalytic domain (pfam05023) and C-terminal Phytochelatin_C domain of unknown function (pfam09328) are
indicated. (B and C) Growth of S. pombe Dpcs harboring an empty vector pSGP72 or the cells expressing OsPCS variants when exposed to As(III)
(B) or Cd (C). Data represent means with the SD of four independent replicates. (D and E) PC2 and PC3 concentrations in S. pombe Dpcs
harboring an empty vector pSGP72 or the cells expressing AtPCS/OsPCS exposed to As(III) (D) or Cd (E). Data represent means with the SD of
three independent replicates.
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